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Introducao

As enzimas coagulantes do leite desempenham papel fundamental na fabricacdo de
queijos e outros derivados lacteos, pois promovem a coagulacéo do leite por meio da hidrélise
da k-caseina, influenciando diretamente a formacao da coalhada, o rendimento do processo e
as caracteristicas sensoriais do produto obtido. A eficiéncia dessas enzimas é geralmente
avaliada pela relacéo entre a atividade coagulante do leite (MCA) e a atividade proteolitica
(PA), sendo desejaveis elevadas raz6es MCA/PA, que indicam alta capacidade de formacéo da
coalhada com reduzida degradacao das proteinas do leite (Shamtsyan et al., 2014; Wisniewski
et al., 2025).

Entre os coagulantes tradicionalmente utilizados, destaca-se a quimosina, obtida do
estdmago de bezerros e considerada referéncia na industria de laticinios devido a sua elevada
especificidade pela k-caseina. Entretanto, o aumento da demanda mundial por queijos,
associado a limitada disponibilidade do coalho animal e as restricdes culturais, éticas e
religiosas relacionadas ao seu uso, tem impulsionado a busca por fontes alternativas de enzimas
coagulantes (Mamo; Assefa, 2018; Wisniewski et al., 2025).

Nesse contexto, as proteases de origem microbiana destacam-se por apresentarem
elevada diversidade bioquimica, producdo renovavel, menor impacto ambiental e potencial para
aplicacOes na industria de alimentos (Sakovich, 2020). Entre os microrganismos produtores de
proteases, 0s basidiomicetos vém recebendo atencéo crescente devido a capacidade de sintetizar
enzimas com caracteristicas tecnologicas promissoras para aplicagdo na industria de laticinios.
A atividade coagulante do leite ja foi relatada em diferentes espécies de cogumelos, com
enzimas que apresentam perfis variados de atividade proteolitica e especificidade pela k-
caseina, incluindo Hericium erinaceum (Sato et al., 2018), Pleurotus spp. (Alecrim et al.,
2017), Piptoporus soloniensis (EI-Baky et al., 2011) e espécies do género Auricularia (Néstor;
Dely-Rubi; Héctor, 2024).

Estudos demonstram que fatores como a composicdo do meio de cultivo exercem
influéncia significativa sobre a produgdo de enzimas coagulantes por cogumelos, podendo
alterar tanto a atividade coagulante quanto a atividade proteolitica dos extratos obtidos. Dessa
forma, a avaliacdo de diferentes meios de cultivo constitui uma estratégia importante para
identificar condicBes mais favordveis a producdo enzimatica e ao aproveitamento
biotecnologico dessas espécies. Apesar dos avancgos observados, a caracterizacdo de enzimas
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produzidas por cogumelos ainda € limitada, especialmente para espécies nativas de regides
megadiversas, como a Amazonia, cuja biodiversidade representa uma importante fonte de
recursos biotecnoldgicos ainda pouco explorados (Brito et al., 2025).

Nesse cenario, espécies do género Auricularia tém sido apontadas como potenciais
produtoras de proteases com atividade coagulante, além de apresentarem importancia
biotecnoldgica pela producdo de compostos bioativos de interesse industrial (Zakaria et al.,
2022; Brito et al., 2025). Assim, a investigacdo do potencial enzimatico de espécies amazonicas
pode contribuir para a prospecc¢ao de novas fontes de coagulantes microbianos, favorecendo o
desenvolvimento de processos mais sustentaveis e a valorizacdo da biodiversidade regional.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de proteases
coagulantes por A. fuscosuccinea cultivada em meios a base de extrato de malte e Sabouraud,
acrescidos de extrato de levedura, sob fermentacdo submersa.

Material e Métodos

Foi utilizada a espécie A. fuscosuccinea, cedida pela Colecdo de Microrganismos de
Interesse Agrossilvicultural do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), sob o
codigo de acesso 1959. A espécie foi reativada em placas de Petri contendo batata dextrose
agar. Os cultivos foram mantidos durante sete dias a temperatura ambiente (Batista et al., 2024).

Ap0s a reativacdo, a fermentacdo submersa foi realizada utilizando os meios extrato de
malte acrescido de extrato de levedura (MEA + YE) e Sabouraud acrescido de extrato de
levedura (SAB + YE), ambos com extrato de levedura a 0,5 % (p/v). Os cultivos foram
conduzidos em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio esterilizado a 121 °C
por 15 min. Apos resfriamento, foram inoculados cinco discos miceliais de 8 mm de diametro
em cada frasco, sendo a fermentagdo conduzida em shaker a 150 rpm, a 30 °C, durante 21 dias
(Batista et al., 2024).

Ao término da fermentagao, os extratos enzimaticos foram obtidos por filtragdo a vacuo
em papel-filtro Whatman n.° 1, para separacdo da biomassa e obtencdo dos extratos livres de
células, utilizados nas analises enziméticas subsequentes (N6brega et al., 2021).

Determinacéo da atividade proteolitica

A atividade proteolitica foi analisada pelo método de Leighton et al. (1973). Foram
utilizados como substrato 100 pL de azocaseina (1 % p/v), em 200 pL de tampdo Tris-HCI
(0,05 M), e 100 pL do extrato enzimatico. O branco foi preparado nas mesmas condi¢Ges da
amostra-teste, substituindo-se o extrato enzimético pela solucdo tamp&o. As amostras foram
preparadas em triplicata e incubadas por 15 min a 37 °C. A reacéo foi interrompida pela adicéo
de 800 uL de &cido tricloroacético (TCA) a 20 % (p/v), seguida de centrifugacdo a 12.000 rpm
por 15 min. A absorbancia do sobrenadante foi determinada a 420 nm. Uma unidade (U) foi
definida como o aumento de 0,1 na absorbancia a 420 nm por hora.

Determinagéo da atividade coagulante



CONGRESSO "Quimica Inteligente e IA:
BRASILEIRO A Nova Férmula do Futuro

DE QUIMICA no Nosso Presente"

DE 10 A 13 DE NOVEMBRO DE 2026
NOVA PETROPOLIS - RS

A atividade coagulante foi determinada segundo a metodologia descrita por Arima et
al. (1970), com adaptacdes. Uma solucédo de leite desnatado a 10 % (p/v) foi preparada com
CaCl> 0,05 M e submetida a agitagdo magnética até completa dissolu¢do. Uma aliquota de 5
mL da solucédo foi adicionada a tubos de ensaio, mantidos em banho-maria a 37 °C. Ap6s 15
min, foram adicionados 0,5 mL do extrato enziméatico. A formacao do coagulo foi monitorada
por até 40 min, registrando-se o tempo necessario para a coagulacédo do leite.

Uma unidade (U) de atividade coagulante do leite foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para coagular 1 mL de substrato em 40 min a 37 °C. A atividade coagulante
foi calculada de acordo com Arima et al. (1970), utilizando a seguinte equacao:

U_SX35X2400
TETT t

Onde:

T = temperatura do ensaio;

t = tempo necessario para formacgédo do coagulo;
S = volume do leite (mL);

E = volume do extrato utilizado.

A razdo coagulante (R) foi calculada pela razéo entre a atividade de coagulacdo do leite
e os valores de atividade proteolitica, conforme descrito na equagéo abaixo:

atividade coagulante

 atividade proteolitica

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio-padrédo (DP) de trés fermentacfes
independentes (n=3). O coeficiente de variacdo (CV) foi calculado para avaliar a variabilidade
entre as fermentagdes. As médias das atividades coagulante e proteolitica dos diferentes meios
de cultivo foram comparadas pelo teste t de Welch para amostras independentes, adotando-se
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Resultados e Discussao

Verificou-se que A. fuscosuccinea sintetizou proteases com atividade coagulante tanto
no meio Malte + YE quanto no meio Sabouraud + YE (Tabela 1), demonstrando sua capacidade
de produzir enzimas extracelulares com potencial aplicacdo na coagulacdo do leite. O meio
MEA + YE apresentou maior atividade coagulante, com 184,37 + 9,00 U/mL, diferindo
significativamente do meio SAB + YE, que apresentou 156,32 + 5,16 U/mL (p = 0,016). Por
outro lado, a atividade proteolitica foi significativamente menor no meio SAB + YE (0,023 £
0,0062 U/mL) em comparagdo ao MEA + YE (0,0816 £ 0,016 U/mL) (p = 0,013).
Consequentemente, 0 meio SAB + YE apresentou maior razdo MCA/PA (6796,52). Embora a
atividade coagulante tenha sido ligeiramente inferior nesse meio, a elevada razdo MCA/PA
indica maior eficiéncia tecnoldgica, uma vez que altas relacGes entre atividade coagulante e
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. B iV
proteolitica estdo associadas a formacdo da coalhada com menor degradacédo inespecifica das
proteinas do leite.

Tabela 1. Atividade coagulante do leite e atividade proteolitica de extratos brutos
obtidos por fermentacao submersa de A. fuscosuccinea.

Atividade Coeficiente Atividade Coeficiente

Meios de oy . Razéo
Coagulante de Proteolitica  de variagdo
Cultura (MCA) U/mL variacio (PA) UImL (CV) % MCA/PA
(CV) %
0,0816 +
Malte + YE 184,37 + 9,00a 4,88 0’0163 18,98 2259,43
Sabouraud + b 0,023 £

Nota: Valores expressos como média + desvio-padrdo de trés fermentacdes independentes (n=3). Médias
seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste t de Welch (p < 0,05). A
razdo MCA/PA foi calculada pela divisdo entre os valores médios de MCA e PA.

Fonte: Autoria propria, 2026.

Esses resultados corroboram os obtidos por Brito et al. (2025), que demonstraram que
a composicao nutricional do meio de cultivo exerce influéncia direta sobre a biossintese de
proteases por A. fuscosuccinea. Os autores observaram variagdes tanto na atividade proteolitica
guanto na atividade coagulante em funcdo do meio de cultivo, evidenciando que a
disponibilidade de fontes de carbono e nitrogénio exerce papel fundamental na producéo dessas
enzimas. Embora as atividades coagulantes obtidas no presente estudo em MEA + YE (184,37
+9,00 U/mL) e SAB + YE (156,32 + 5,16 U/mL) tenham sido inferiores as reportadas por Brito
et al. (2025), as atividades proteoliticas foram substancialmente menores (0,0816 + 0,016 e
0,023 + 0,0062 U/mL, respectivamente). Como consequéncia, foram obtidas razées MCA/PA
de 2259,43 para MEA + YE e 6796,52 para SAB + YE, valores que evidenciam uma relagéo
favoravel entre MCA e PA. Esses resultados sugerem que, nas condi¢bes experimentais
avaliadas, o0 meio SAB + YE favoreceu a producdo de proteases com menor hidrolise
inespecifica das proteinas do leite.

Em estudo realizado com A. auricula, foram identificadas proteases com elevada
atividade sobre caseina total e k-caseina. Entretanto, os autores ressaltam que a elevada
atividade proteolitica pode representar uma caracteristica desfavoravel para coagulantes
destinados a fabricacdo de queijos, pois promove hidrélise excessiva das proteinas do leite
(Néstor; Dely-Rubi; Héctor, 2024). Em contraste, A. fuscosuccinea apresentou baixa atividade
proteolitica, especialmente no meio SAB + YE. Essas diferengas podem estar relacionadas as
particularidades fisioldgicas e genéticas de cada espécie, que influenciam o perfil de proteases
sintetizadas, sua especificidade pelos substratos e sua regulagao metabodlica (Wisniewski et al.,
2025). Assim, embora ambas as espécies pertengcam ao mesmo género, os resultados sugerem
que A. fuscosuccinea apresenta potencial como fonte de proteases coagulantes.

As razdes MCA/PA obtidas neste estudo foram numericamente superiores as descritas
para diferentes fungos basidiomicetos produtores de proteases coagulantes, incluindo Pleurotus
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florida (31,59) (Bakr et al., 2022), Piptoporus soloniensis (51) (El-Baky et al., 2011), Coprinus
lagopides (595,61) (Shamtsyan et al., 2014), Funalia sp. (3473) (Gannochka et al., 2019) e A.
fuscosuccinea cultivada em outras condi¢des (31,21) (Brito et al., 2025). Esses resultados
evidenciam que as condicdes de cultivo empregadas favoreceram a producéo de proteases com
elevada eficiéncia para coagulacdo do leite e reduzida atividade proteolitica, caracteristicas
desejaveis para aplicacdo como coagulantes microbianos na industria de laticinios.

Além disso, Brito et al. (2025) destacam que fatores como disponibilidade de nutrientes,
pH, temperatura, oxigenacao e caracteristicas genéticas da espécie influenciam a biossintese de
proteases. Embora o presente estudo tenha avaliado apenas o efeito do meio de cultivo, 0s
resultados reforcam que a composicao nutricional representa um fator determinante ndo apenas
para a producdo dessas enzimas, mas também para suas propriedades tecnoldgicas. Assim, 0s
meios avaliados apresentaram perfis distintos, com meio MEA + YE favorecendo maior
atividade coagulante e 0 meio SAB + YE apresentando menor atividade proteolitica e maior
razao MCA/PA.

Conclusoes

Conclui-se que A. fuscosuccinea é capaz de produzir proteases com atividade coagulante
em fermentacdo submersa, sendo a composi¢ao do meio de cultivo um fator determinante para
o perfil enzimatico obtido. O meio Malte + YE proporcionou maior atividade coagulante,
enguanto o meio Sabouraud + YE apresentou menor atividade proteolitica e maior razdo
MCAJ/PA. Esses resultados sugerem o potencial de A. fuscosuccinea como fonte de enzimas
coagulantes e indicam que diferentes meios de cultivo podem favorecer perfis enzimaticos
distintos. Estudos adicionais sdo necessarios para otimizacdo das condicOes de cultivo,
caracterizagdo bioquimica das enzimas e avaliacdo de seu desempenho na fabricacdo de queijos.
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